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  摘 要:目的 评估自动化磁珠法(MSPE)提取25-羟基维生素D[25-(OH)D]及联合液相色谱串联质谱

(LC-MS/MS)检测25-(OH)D2、25-(OH)D3 的性能。方法 采用 MSPE提取血清中的25-(OH)D2 和25-
(OH)D3,并联合LC-MS/MS检测25-(OH)D2、25-(OH)D3 的线性、定量限、回收率、精密度及基质效应。收集

120例临床剩余血清标本,同时采用 MSPE、液液萃取法(LLE)和固相支撑液液萃取法(SLE)这3种方法进行

提取,经LC-MS/MS测定后比较 MSPE分别与LLE、SLE结果的一致性。结果 MSPE提取25-(OH)D2、25-
(OH)D3 的线性均>0.99;定量限分别为0.4

 

ng/mL、0.9
 

ng/mL;重复精密度分别在5.3%~6.5%、5.1%~
6.8%;实验室内总不精密度分别在7.3%~10.6%、6.1%~8.0%;相对回收率分别在97.0%~104.0%,
96.5%~106.3%;与预期浓度百分偏差均在15%以内。LLE、SLE和 MSPE提取25-(OH)D2 和25-(OH)D3
结果的相关性均较好(r>0.98),相对百分偏差在15%以内。结论 该研究中 MSPE前处理提取25-(OH)D2、
25-(OH)D3 性能良好,有望提高临床检测自动化及通量。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

performance
 

of
 

25-hydroxyvitamin
 

D[25-(OH)D]
 

by
 

automated
 

magnetic
 

bead
 

method
 

(MSPE)
 

and
 

the
 

detection
 

of
 

25-(OH)D2,25-(OH)D3 by
 

combined
 

with
 

liquid
 

chro-
matography-tandem

 

mass
 

spectrometry
 

(LC-MS/MS).Methods The
 

linearity,limit
 

of
 

quantification,recov-
ery,precision

 

and
 

matrix
 

effect
 

of
 

25-(OH)D2 and
 

25-(OH)D3 in
 

serum
 

were
 

extracted
 

by
 

MSPE
 

combined
 

with
 

LC-MS/MS.A
 

total
 

of
 

120
 

clinical
 

residual
 

serum
 

samples
 

were
 

collected
 

and
 

extracted
 

by
 

three
 

meth-
ods:MSPE,liquid-liquid

 

extraction
 

(LLE)
 

and
 

solid-phase
 

supported
 

liquid-liquid
 

extraction
 

(SLE).The
 

con-
sistency

 

of
 

MSPE,LLE
 

and
 

SLE
 

results
 

were
 

compared
 

after
 

LC-MS/MS
 

determination.Results The
 

lineari-
ty

 

of
 

MSPE
 

extraction
 

of
 

25-(OH)D2 and
 

25-(OH)D3 were
 

all
 

>0.99;the
 

limits
 

of
 

quantification
 

were
 

0.4
 

ng/mL
 

and
 

0.9
 

ng/mL,respectively;the
 

repat
 

precision
 

were
 

5.3%-6.5%,5.1%-6.8%,respectively;the
 

total
 

imprecision
 

in
 

the
 

laboratory
 

were
 

7.3%-10.6%
 

and
 

6.1%-8.0%,respectively;The
 

relative
 

recover-
ies

 

were
 

97.0%-104.0%
 

and
 

96.5%-106.3%,respectively;the
 

percentage
 

deviation
 

from
 

the
 

expected
 

con-
centration

 

was
 

within
 

15%.The
 

correlations
 

of
 

25-(OH)D2 and
 

25-(OH)D3 extracted
 

by
 

LLE,SLE
 

and
 

MSPE
 

were
 

all
 

good
 

(r>0.98),and
 

the
 

relative
 

percentage
 

deviation
 

was
 

within
 

15%.Conclusion In
 

this
 

study,MSPE
 

pretreatment
 

has
 

good
 

performance
 

in
 

extracting
 

25-(OH)D2 and
 

25-(OH)D3,which
 

is
 

expected
 

to
 

improve
 

the
 

automation
 

and
 

throughput
 

of
 

clinical
 

detection.
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  维生素D作为人体必需的营养素,对人体钙和磷

的正常代谢有直接影响。维生素D缺乏十分常见,因
此维生素D水平的准确检测对多种钙代谢相关疾病

的预防和治疗有着重要的意义。维生素D在血液循

环中的主要形式以25-羟基维生素D[25-(OH)D]呈
现,其半衰期最长,浓度最高,且最稳定,能反映人体
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的维生素 D 总量。25-(OH)D 的 主 要 形 式 为25-
(OH)D2 和25-(OH)D3,所以评价体内维生素D营

养状况最为有效的指标是血清中25-(OH)D2 和25-
(OH)D3 水平[1]。

近年来,维生素 D的检测越来越受到人们的重

视。国家在2015年发布了血清中25-(OH)D3 检测

的行业标准[2]。目前液相色谱串联质谱法(LC-MS/
MS)有通用性强、特异度和灵敏度高的优势,可以同

时检测25-(OH)D2 和25-(OH)D3,是国际上维生素

D检测的金标准[3-10]。然而在临床检测维生素D的

过程中,LC-MS/MS存在的问题是前处理过程复杂。
目前多数实验室是通过手工操作完成加样和取样步

骤,临床操作人员需要较高的技能要求,因此容易出

现人为失误导致检测结果不好。近年来,自动化磁珠

法(MSPE)标本制备的出现有望将LC-MS/MS技术

发展成为前处理和检测一体的全自动检测方法,受到

临床的极大重视,该法前处理过程简单,可节省人力

和时间成本。因此,本研究评估了使用 MSPE进行标

本前处理后25-(OH)D2 和25-(OH)D3 的检测结果,
并与液液萃取法(LLE)和传统固相支撑液液萃取法

(SLE)检测结果进行比较,以期为临床选择不同的标

本处理方法提供帮助。
1 材料与方法

1.1 材料来源 血清标本为当天临床检测剩余血

清,选取避免溶血、乳糜、黄疸的120份临床血清标本

分装后于-20
 

℃冰箱保存待用。
1.2 仪器与试剂 LC-MS/MS系统(美国 AB

 

SCI-
EX);自动化磁珠法质谱标本前处理系统ZPTQ

 

32
(北京梅斯质谱生物);低速离心机(北京京立);微孔

板振荡器、氮吹仪(杭州奥盛仪器);LLE的25-(OH)
D测定试剂盒(江苏豪思生物)。SLE所用提取板为

Cleanert
 

SLE
 

96Wellplate(天 津 博 纳 艾 杰 尔)。
MSPE的25-羟维生素D测定试剂盒(北京梅斯质谱

生物)。
1.3 方法

1.3.1 LLE法标本处理过程 按照常规的LLE操

作流程进行操作,首先将100
 

μL标本添加至小型离

心管中,再在其中加入100
 

μL含内标的甲醇,然后添

加600
 

μL乙酸乙酯,震荡后离心取400
 

μL上清液,
氮吹后用100

 

μL初始流动相复溶。质控和标准品同

步按操作处理。
1.3.2 SLE法标本处理过程 SLE法按Cleanert

 

SLE
 

96Wellplate使用要求进行操作,首先将100
 

μL
标本加入预设的96孔处理板中的标本位置,再在其

中加入同位素内标,然后每孔加入100
 

μL纯水稀释

静置5
 

min,之后每孔采用1
 

200
 

μL正己烷淋洗,收
集淋洗液氮气吹干,用100

 

μL初始流动相复溶。质

控和标准品同步按操作处理。

1.3.3 MSPE标本处理过程 按照试剂盒操作规程

操作。首先将100
 

μL标本加入预设的96孔中的标

本位置,再在其中加入同位素内标,之后将96孔板转

移至梅斯ZPTQ
 

32仪器进行自动标本处理。质控和

标本同步按操作处理。
1.3.4 LC-MS/MS 色谱柱采用 Kinetex

 

2.6
 

μm
 

C18
 

100A
 

30×2.1
 

mm规格,含0.1%甲酸的水溶液

为流动相A,以含0.1%甲酸的甲醇为流动相B,采用

梯度洗脱:0~<0.3
 

min,40%流动相A;0.3~<1.5
 

min,0%~<40%流动相A;1.5~2.5
 

min,0%
 

流动

相 A;2.5~3.5
 

min,40% 流 动 相 A,流 速 0.5
 

mL/min。采用正离子大气压化学电离离子化的多反

应监测模式,25-(OH)D2 和25-(OH)D3 定量离子通

道质荷比分别为395.2∶269.3和383.3∶365.3;定
性离子通道质荷比分别为395.2∶337.2和383.3∶
257.2;内标离子通道质荷比分别为398.2∶272.3和

389.3∶371.3。离 子 源 温 度:500
 

℃,离 子 源 电 压

5
 

500
 

V,气帘气30,雾化气55,辅助气20。
1.4 性能验证 性能验证过程参考《液相色谱-质谱

临床应用建议》[11]和《液相色谱串联质谱临床检测方

法的开发与验证》[12]指南。
1.4.1 线性、定量限和检测限评价 以标准溶液浓

度为X 轴,标准品和内标峰面积的比值为Y 轴,进行

线性回归分析,经“1/X2”权重得回归方程。将样品

待测物和内标的峰面积比代入标准曲线方程,计算标

本中25-(OH)D2 和25-(OH)D3 水平,r>0.99。以

信噪比≥3时的浓度设为检测限,以信噪比≥10时的

浓度设为定量限,且连续10次测定的变异偏差<
20%。
1.4.2 精密度评价 混合血清标本,平均分为2份,
其中1份作为低水平标本,另1份添加适量标准品混

合物作为高水平标本,将2个水平标本混匀,分装至

冻存管,置于-80
 

℃保存。每天各取出1支,制备8
个平行管,测定3批次,计算该方法的精密度。
1.4.3 绝对回收率评估 取来源于不同患者的血清

标本,每份不少于1
 

mL,震荡混匀备用。标本再分为

空白对照和 MSPE提取前加标准品[添加2个10
 

μL
不同浓度标准品,25-(OH)D2 为3/13

 

ng/mL,25-
(OH)D3 为5/30

 

ng/mL]和 MSPE提取后加标准品

[添加2个10
 

μL不同浓度标准品,25-(OH)D2 为3/
13

 

ng/mL;25-(OH)D3 为6/30
 

ng/mL],最终用水补

齐复溶体积。比较磁珠提取前加标准品(去除空白本

底)与 MSPE提取后加标准品(去除空白本底)峰面积

的差异。
1.4.4 相对回收率和准确度评估 通过测定混合血

清和混合血清添加25-(OH)D2 和25-(OH)D3 的2
个水平混合标准品溶液各10

 

μL[加入标准品对应理

论水平25-(OH)D2 为3/13
 

ng/mL,25-(OH)D3 为

6/30
 

ng/mL],每种处理各制备3个平行管,计算加样
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回收率及与预期浓度的偏差。
1.4.5 基质效应评估 采用标本处理后加入法。取

4份来源于不同个体的血清标本,每份标本分为3份,
经过MSPE提取,其中1份加入水,1份加入10

 

μL标

准 品 25-(OH)D2 (3
 

ng/mL),25-(OH)D3 (6
 

ng/mL),另1份加入10
 

μL标准品
 

25-(OH)D2(13
 

ng/mL),25-(OH)D3(30
 

ng/mL),3份均加入10
 

μL
混合内标。标本中去除空白中的信号值后与溶剂中

标准品峰面积(或峰面积内标比)进行比较,分析方法

的基质效应。
1.4.6 方法比对 收集临床检测剩余血清标本120
例,各待测物浓度在检测范围内分布相对均匀,采用

LLE、SLE和 MSPE同时进行处理,然后采用相同

LC-MS/MS方法进行检测,比较3种提取方法检测结

果的一致性。
1.5 统计学处理 采用 MedCalc进行统计学分析和

作图,采用Bland&Altaman作图比较3种方法的差

异,以Passing
 

&Bablok回归分析3种方法之间的相

关性。

2 结  果

2.1 血清标本经 MSPE提取后的典型色谱峰图 
25-(OH)D2 和25-(OH)D3 的出峰时间分别为1.90

 

min、1.86
 

min,两种待测物峰形对称,各成分分离良

好,互不干扰,且与SLE方法提取后的检测结果比较,
MSPE提取后未发现杂峰明显增多。
2.2 MSPE提取25-(OH)D2 和25-(OH)D3 性能评

价结果

2.2.1 线性、定量限和检测限 25-(OH)D2 和25-
(OH)D3 分 别 在1.0~36.0

 

ng/mL,2.5~90.0
 

ng/mL范围内相关性良好,r 在各批次均>0.99。
25-(OH)D2 和 25-(OH)D3 检 测 限 分 别 为 0.15

 

ng/mL、0.15
 

ng/mL;定量限分别为0.4
 

ng/mL、0.9
 

ng/mL,对应变异系数分别为11.71%、7.96%。
2.2.2 精密度 25-(OH)D2 和25-(OH)D3 批内重

复精密度分别在5.3%~6.5%、5.1%~6.8%;实验

室内总不精密度分别在7.3%~10.6%、6.1%~
8.0%,见表1。

表1  MSPE提取LC-MS/MS测定25-(OH)D的结果

目标物

低值混合血清

均值

(ng/mL)
批内重复性

(%)
实验室内总

不精密度(%)

高值混合血清

均值

(ng/mL)
批内重复性

(%)
实验室内总

不精密度(%)

25-(OH)D2 4.1 5.3 10.6 20.2 6.5 7.3

25-(OH)D3 15.1 5.1 8.0
 

53.1 6.8 6.1

2.2.3 绝对回收率 25-(OH)D2 绝对回收率在

27.7%~31.3%,25-(OH)D3 绝 对 回 收 率 在

21.7%~34.3%。
2.2.4 相对回收率和准确度 25-(OH)D2 和25-
(OH)D3 相 对 回 收 率 分 别 在97.0%~104.0%、
96.5%~106.3%,百分偏差均在±15%以内,见表2。

表2  MSPE提取LC-MS/MS测定25-(OH)D的结果

目标物
理论加入浓度

(ng/mL)
测定浓度

(ng/mL)
平均回收率

(%)
偏差

(%)

25-(OH)D2 3 2.91 97.0 -3.1

13 13.53 104.0 3.9

25-(OH)D3 6 6.38 106.3 6.0

30 28.94 96.5 -3.7

2.2.5 基质效应 25-(OH)D2 和25-(OH)D3 在大

气压化学电离检测下几乎没有基质效应的抑制,甚至

还有些基质增强的趋势,另外经过同位素内标校正

后,相对基质效应均在100%左右,亦可抵消潜在的基

质效应,见表3。
2.2.6 方法比对 LLE、SLE和 MSPE这3种方法

提取临床120例血清标本中25-(OH)D2 和25-(OH)

D3 的结果比较,其中SLE和 MSPE相关性均良好

(r>0.99),2种方法比较25-(OH)D相对百分偏差

在±15%以内,LLE和 MSPE相对来说结果偏差较

大(r>0.98),2种方法比较25-(OH)D相对百分偏

差在±25%以内。见图1~4。
表3  MSPE提取LC-MS/MS检测25-(OH)D的

   基质效应(%)

目标物

低浓度加标组

绝对

基质效应

相对

基质效应

高浓度加标组

绝对

基质效应

相对

基质效应

25-(OH)D2

 标本1 108.7 101.4 120.0 95.9

 标本2 118.4 98.6 118.0 86.9

 标本3 127.4 107.2 131.9 102.5

 标本4 114.7 100.0 127.0 97.8

25-(OH)D3

 标本1 94.6 97.3 127.2 104.2

 标本2 101.0 91.2 119.7 88.5

 标本3 100.5 89.2 129.0 97.3

 标本4 112.8 102.3 134.3 105.6
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图1  MSPE和SLE结果的相关性

图2  MSPE和SLE的Bland&Altaman分析

图3  MSPE和LLE结果的相关性

图4  MSPE和LLE的Bland&Altaman分析

3 讨  论

  目前免疫法和色谱法是检测血清中25-(OH)D

常用的方法,免疫法中有放射免疫法、酶联免疫吸附

试验、化学发光免疫测定法及电化学发光免疫测定

法[13],色谱 法 中 包 括 高 效 液 相 色 谱 法 和 LC-MS/
MS[9-12]。其中,免疫类方法的优点是初始投入成本

低、高自动化、重现性好,然而特异度和灵敏度不高,
不能准确测定25-(OH)D2 水平,测试标本后期成本

较高,回收率较差等是其不可避免的缺点;高效液相

色谱法优点是分离效果好、速度快等,缺点是灵敏度

不高、且不能很好的定性等;LC-MS/MS具有灵敏度

高、特异度强、准确度高的特点,能同时监测25-(OH)
D2 和25-(OH)D3,缺点是对检测人员技术要求高,仪
器成本高[14-15]。LC-MS/MS技术检测25-(OH)D已

受到临床医生及检验人员的共同认可,然而复杂的前

处理过程限制了 LC-MS/MS在临床的广泛应用,
MSPE技术的出现为LC-MS/MS技术的自动化进程

带来了革命性的突破。
目前,LC-MS/MS方法进行检测前均需要进行标

本前处理。目前常用的前处理方法主要有固相萃取、
液液萃取(包括SLE)、蛋白沉淀及免疫捕获等。对于

水平较低的25-(OH)D及激素类物质往往需要使用

较为繁琐的前处理方法,对实验室仪器配置和操作人

员要求较高,并且不利于实现完全自动化。
本研究中 MSPE通过在磁珠表面进行化学基团

修饰,待测物与磁珠表面键合相发生吸附解吸附,模
拟固相萃取的过程,其不同于免疫试剂中抗体包被

MSPE的原理。首先活化平衡磁珠,然后加入待测标

本,经过充分混合后,待测物与磁珠互相吸附,之后通

过不同极性强度的洗脱溶液对磁珠淋洗洗脱,以达到

分离和纯化的目的。MSPE有别于传统固相萃取,通过

磁珠的转移来实现目标待测物的分离,不仅过程简单,
自动化程度高,MSPE和LC-MS/MS联合使用有望成

为一种前处理和检测分析一体的全自动检测方法。
综上所述,本研究验证了 MSPE提取25-(OH)D

的性能,MSPE和SLE这两种提取方法具有良好相关

性,所得结果基本一致。MSPE有望在未来规模化应

用于LC-MS/MS的自动化前处理过程,减少手工操

作的误差,助力于临床应用。
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